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摘要: 采用原位沉析法以壳聚糖( CS)为基体, 乙酸钙及磷酸作为钙磷源制备壳聚糖/羟基磷灰石 ( CS/ HA )复合棒材,
并用三聚磷酸钠( T P P) 磷酸钠( T SP)混合溶液进行交联 .通过燃烧试验、FT IR、XR D、T EM 和弯曲强度测试对材料进行
理化表征, M T T 法检测材料的细胞相容性. 燃烧试验结果表明,无机成分均匀分散于 CS 中, F T IR、XRD和 T EM 测试结
果证实原位生成 H A. 经弯曲强度测试,复合材料弯曲强度达 133 M Pa,弯曲模量 6. 8 G Pa. M T T 实验结果表明, 材料可
以促进成骨细胞增殖,具有良好的细胞相容性. 所制得的 CS/ H A 复合棒材力学性能得到很大提高,并且具有良好的细
胞相容性,有望作为一种新型的骨折内固定材料 .
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壳聚糖( Chito san, CS)作为一种天然生物大分子,
具有良好的生物相容性, 并且具有促进成骨细胞粘附、
增殖和分化的作用, 但是 CS 本身机械强度较差,并存
在湿态环境下强度损失过快的问题. 羟基磷灰石
( H ydrox yapat ite, H A)是自然骨中主要的无机成分,
降解后的钙离子和磷酸根离子能促进骨组织修复, 具
有骨传导性和诱导性, 但 H A 存在脆性大, 塑型难等
问题[ 1 2] . 因此将 CS/ H A 进行复合有望得到既具有
CS 的柔性和韧性, 又具有 H A 的强度和硬度的复合
材料,将二者的生物活性综合起来,更适合作为骨组织
工程支架材料或骨组织替代物.
目前关于 CS和 H A 复合材料的研究已有诸多报
道,多数为多孔支架材料, 致密材料的报道较少,并且
在力学性能方面存在很大问题. 张利等 [ 3] 采用共沉淀
法先合成 n H A/ CS 粉末,再用柠檬酸将粉末溶解后,
注入模具, 得到的复合材料抗压强度最高可达 120
MPa,弯曲强度未报道, 但是此法较繁琐,需两步实验.
H u等[ 4]采用原位复合法制备的 CS/ H A 复合材料, CS
与 H A 质量比为 100 ! 5 时, 弯曲强度最高可达 86
MPa,弯曲模量 3. 4 GPa,是密质骨的一半,然而随 H A
含量的增大,材料的力学性能逐渐下降.本文采用原位
沉析法制备 CS/ H A 复合材料并通过后续的三聚磷酸
钠( T PP) 磷酸钠( T SP)交联增强材料的力学性能,所




1. 1 材 料
CS(W = 8. 19 ∀ 105 ,脱乙酰度 91% ,浙江澳兴生
物科技有限公司) , M C3T 3 E1 小鼠成骨细胞(北京协
和医科大学细胞库) , MEM 干粉培养基、小牛血清
(美国 GIBCO 公司) , 乙酸钙(分析纯, 国药集团化学
试剂总厂) ,冰醋酸、Na5P3 O10 ( T PP)、Na3PO 4 ( T SP)、
NaOH、磷酸等均为分析纯, 汕头市西陇化工厂.
1. 2 方 法
1. 2. 1 CS/ H A 复合材料制备
称取一定量 CS粉末加入到 2% (体积分数)的乙
酸( H Ac)溶液中,制成 5% (质量分数)的 CS 溶液. 按
m( CS) !m( H A) = 5! 1,称取相应质量乙酸钙,缓慢加
入CS溶液,搅拌,形成均一 CS/ Ca2+ 溶液, 按 n( Ca) !
n( P) = 4! 3向该溶液中滴加适量磷酸, 剧烈搅拌至形
成均匀溶液,脱泡.取少量纯 CS溶液注入模具,放入凝
固液( 6%(质量分数)的 NaOH 溶液)中,先形成一层内
膜,取出, 再用上述混合溶液注满模具,放入凝固液中
并脱去模具. 8 h后将凝固完全的 CS/ H A 凝胶棒放入
纯净水中漂洗至中性, 取出凝胶棒置入 1% (质量分
数)的 TPP 溶液(含 2% T SP) , 于 60 # 交联 48 h 后,
用纯净水漂洗至中性,再置入 60 # 烘箱中烘干得 CS/
H A复合棒材.作为对照,体系中不加入 Ca、P 源所得
棒材为纯 CS棒材如图 1a.
图 1 棒材外观照片
a.纯 CS 棒材; b. 未烧结 CS/ H A 棒材; c. 烧结后 CS/
H A 棒材
F ig. 1 P ictures of the ro ds
1. 2. 2 材料的理化表征
用燃烧试验来分析 CS/ H A 复合棒材中两相之间
的分布均匀性. 将样品研磨成粉末状,用 KBr 压片法,
经 Nicolet Av atar 330 红外光谱仪(美国 Nicolet仪器
公司)扫描得到材料的红外谱图.用 X∃pert PRO X 射
线衍射仪(荷兰 PANalyt ical公司)记录衍射谱图. 将




1. 2. 3 M T T 法检测材料对成骨细胞增殖的影响
将材料与浸提介质(含 10% (体积分数)小牛血清
的 M EM 培养基)按 1 cm2 ! 2 mL (表面积 !体积)
在 37 # 恒温箱中浸提 24 h, 制成材料的浸提液, 4 #
保存备用.
常规收集 M C3T 3 E1 细胞, 调整细胞的浓度为
3. 5 ∀ 104 个/ mL, 均匀接种到 96 孔板内, 每孔 100
 L. 24 h后, 吸弃培养液. 加入各组浸提液 100  L,每
组重复 6孔, 继续培养至 1, 2, 4, 7 d 后, 每孔加入 5
mg/ mL M TT 20  L,继续培养4 h后, 吸弃孔内液体,
加入二甲基亚砜 150  L, 轻轻振荡 10 min, 于 Bior ad
Mo del 680酶标仪上测定 570 nm 处 OD 值[ 5 6] .




材料在60 # 烘箱中烘干2 h, 以除去水分.将材料
置入马弗炉,大气环境下于 900 # 烧结 2 h, 使其中的
有机物燃烧完全,剩余物即为 H A,每组取 3个平行样
品.纯 CS 在 900 # 于空气中燃烧 2 h 后几乎无残留,
而纯 H A 在同等条件下烧结后有 9. 7%的质量损失.
因而在计算复合棒材中两组分含量时应将该部分质量
考虑在内. 表 1 列出了 CS/ H A 复合棒材中 2种组分
的理论含量和实际测定含量. CS 与 H A 的实际质量
比约为4! 1,比理论值 5!1低,原因可能为, 体系中P
过量,残余的 P 在煅烧过程中参与反应生成磷酸三钙




表 1 CS/ H A 复合棒材中两组分的理论含量与实际含量
T ab. 1 T heo retica l and actual composit ions of CS/ H A
co mpo sites %
组分 实际含量 平均值 理论含量
HA 20. 49 20. 43 16. 67
20. 37
20. 43
CS 79. 51 79. 57 83. 33
79. 63
79. 57




2. 2 CS/ H A 复合材料的 FT IR 图谱
H A、CS 及 CS/ H A 复合棒材的红外光谱如图 2
所示.图 2曲线( a)为纯 CS的红外光谱, 3 422 cm- 1
为- OH 和- NH 2 的伸缩振动峰, 1 655 cm
- 1
处为酰
胺%谱带的特征峰,而 1 598 cm- 1处肩峰则为- NH 2
弯曲振动吸收峰, 1 321 cm
- 1
处即为酰胺 &谱带特征
峰[ 7] . 曲线( c)为体系中不加入 CS 反应所得 H A 图
谱, 由文献[ 8]知 3 568及 631 cm- 1处应分别有- OH
的伸缩振动和弯曲振动峰, 但从图中较难分辨, 由此
判断,该法制得的 H A 结晶性较弱. 从图中仅能分辨
- PO 4 基团在 1 000~ 1 100 cm - 1的 !3 振动峰以及
962 cm
- 1
处!1 振动峰;在 604和 568 cm
- 1
观察到的峰
则归属于- PO 4 基团的!4 振动峰.
在复合材料光谱中, 存在各组分的主要特征峰,但
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图 2 H A、CS 及 CS/ H A 复合材料的红外光图谱
( a) CS; ( b) CS/ H A ; ( c) H A
F ig . 2 F T IR spect ra o f H A, chitosan and CS/ H A compos
ites
均向低波数方向发生了一定程度偏移, 其原因可能为
CS 与 H A 存在一定的配位键合作用, 由此证明 CS/
H A复合材料中 H A 与 CS分子链之间并非简单物理
混合.
2. 3 CS/ H A 复合材料的 XRD
图 3为纯 CS、H A以及 CS/ H A 复合材料的 XRD
图谱.图中曲线( a)为体系中未加入 CS所得 H A 衍射
图.曲线( c)为纯 CS衍射图, 2∀= 19. 8(为 CS特征衍射
峰, CS属低晶态,其峰呈弥散宽峰. XRD结果显示, H A
的主要衍射峰如 2∀= 25. 9(( 002) , 31. 8(( 211) , 32. 8(
( 300) , 34. 0(( 202) , 39. 8(( 310) , 49. 4(( 321) , 53. 1(( 004)
在 CS/ H A复合材料(曲线( b) )中均有出现, 由此可知
材料复合过程中 H A 组分未发生显著变化, 但其峰均
不同程度宽化变弱, 2∀= 32. 8(( 300) , 34. 0(( 202)两位置
峰几乎与 2∀= 31. 8(( 211)合并为一组宽峰,即说明 CS/
H A复合后, H A 在 CS 体系中结晶较差.同时, 在复合
材料中 CS特征峰明显变弱, 即说明 H A 使 CS 非晶态
成分增加.
2. 4 CS/ H A 复合材料的 T EM
CS/ H A 复合材料的 T EM 照片如图 4所示,由于
CS 在高温下易分解, 故而在 T EM 观察时, 材料中近
乎只能观察到无机成分, 结合上述 XRD结果,复合材
料中无机成分为 H A.如图所示,复合材料中 H A 呈较
规则针状结构, 宽约 20 nm,长约 100 nm.
2. 5 材料的力学性能
材料于 60 # 干燥 2 h 以去除水分,而后采用三点
法测定弯曲强度, 跨度为 30 m m, 加载速度 5 mm/
min, 材料的弯曲强度、弯曲模量, 根据文献[ 9]方法计
算.材料的弯曲强度与弯曲模量见表 2.
表 2 CS、CS/ H A 复合材料的弯曲强度与弯曲模量
T ab. 2 M echanical pr operties o f CS and CS/ H A composite
样品 弯曲强度/ M P a 弯曲模量/ G Pa
CS 137 ) 22 3. 7 ) 0. 4
CS/ H A (未交联) 101 ) 2 5. 7 ) 0. 7
CS/ H A 133 ) 7 6. 8 ) 0. 7
密质骨[ 9] 134 7. 3
注:未特别说明的 CS/ HA 均为交联后棒材.
结果表明, 纯 CS棒材弯曲强度与密质骨相当,但
弯曲模量仅为密质骨的 50%左右. 加入 H A 后, CS/
H A 复合棒材弯曲模量较 CS 棒材明显提高, 然而未
交联时其弯曲强度有所降低;交联后复合棒材弯曲强
度接近 CS 棒材, 弯曲模量几乎与密质骨相当. 说明
CS/ H A 复合棒材的力学性能优于纯 CS 棒材. 一般
CS 和 H A简单物理混合方法制得的复合棒材由于 CS
与 H A之间的界面效应, 材料的弯曲强度与 CS 相比
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会有所下降
[ 9]
. 而本法制得的 CS/ H A 棒材, CS 与
H A是同时沉积, H A 为纳米级分散在 CS 基体中, 并
且通过后续的 TPP TSP 交联作用, 使得复合材料变
得更加紧密
[ 10 11]
, 因此制得的 CS/ H A 复合材料的力
学性能得到很大提高, 解决了 CS 与 H A 单纯混合材
料力学性能下降的问题.
2. 6 材料对成骨细胞增殖的影响
MT T 是一种接受氢离子的染料, 活细胞线粒体
中的琥珀酸脱氢酶可以将 M T T 还原生成不溶于水的
蓝紫色甲臜( Form azam , FM )结晶,而死细胞不具有此
功能,因此 FM 结晶的生成量仅与活细胞数目成正比.
FM 可溶解于有机溶剂(如二甲基亚砜、无水乙醇和酸






图 5为 CS、CS/ H A 及阴性对照组在培养 1, 2, 4,
7 d的 OD值.如图所示,从第 2天开始 CS/ H A 组的
OD值大于 CS 组, 并且从第 4 天开始 CS/ H A 组的
OD值均大于 CS和对照组.说明 CS/ H A 组细胞虽然
停滞期较长,但是 2 d后,与 CS相比显示出更明显的
促进成骨细胞增殖的作用.
图 5 各组细胞在培养 1, 2, 4, 7 d 的 OD 值
a. CS 组; b. CS/ HA 组; c. 阴性对照组
F ig. 5 OD570 nm of cells after cultur ing for 1, 2, 4, 7 days





响.图 6所示为培养 2和 4 d的各组细胞显微照片.
MT T实验和细胞形态观察结果表明CS / H A复
合材料对细胞形态无影响,并且可以促进成骨细胞的
图 6 倒置显微镜下观察各组细胞形态( ∀ 100)
( a) ~ ( c) :第 2 天; ( d) ~ ( f) :第 4 天; ( a) , ( d) : 阴性对
照; ( b) , ( e) : CS 组; ( c) , ( f) : CS/ HA 组
F ig. 6 M o rpholog ical chang es of M C3T 3 E1 cells under in
ver ted micr oscope ( O rig inal magnification, ∀ 100)
增殖,具有良好的细胞相容性.
3 结 论
本文采用原位沉析法制备了 CS与 H A质量比为
5!1 的 CS/ H A 复合棒材, 并通过 T PP TSP 交联增
强了材料的力学性能, 其弯曲强度及弯曲模量分别为
133 M Pa和 6. 8 GPa, 与密质骨( 134 M Pa, 7. 3 GPa)
相当, MT T 试验表明材料具有良好的细胞相容性.因
此本法制得的 CS/ H A 复合材料有望作为骨折内固定
材料使用.
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Abstract: Chit osan/ hydrox y apatite ( CS/ H A) composite w ith ex cellent mechanical pr operties w as prepared via in situ pr ecipitatio n.
In this method, t he calcium and phospho rus precur sors w ere firstly added into t he chito san so lution, dispersed homog eneo usly. T hen
the solution w as pr ecipitated in 6% ( by mass) N aO H so lutio n. T he precipit ated hy dr og el r ods wer e then cr oss linked in sodium tr i
polyphosphate tr isodium pho sphate ( T PP T SP) solut ion. T he propert ies of the composites wer e characterized by means of T EM , F T
IR , XR D and the three po int bending test. Additio nally , burn out tests w ere also car ried out to det ermine the disper sive unifor mity o f
the two phases. T he results sho wed t hat the sy nthesized H A w as nanometer cry stals and dispersed unifor mly in chito san matrix. T he
bending strength and mo dulus of CS/ H A wer e 133 M P a and 6. 8 GP a, respectiv ely . Cell com patibilit y w as studied by cult ur ing pr e
osteoblasts ( M C3T 3 E1) in ex tractio n of the mater ial, throug h M T T assay. Results o f M T T assay indicated that the CS/ H A mater ial
was g ood in bio compatibility w ith pr e osteoblasts. All of the results indicated t hat the CS/ HA composite is a potential material as in
ter na l fix atio n o f bo ne fr actur e.
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